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Beschreibung 

Hamoglobin ist im Blut von Saugetieren vorhanden, und es besitzt die grundlegende Eigenschaft, daB es in 
Losung reversibel oxidiert werden kann. In der naturlichen Form ist Hamoglobin von Saugetieren ein konjugier- 
5 tes nicht vernetztes Protein, das ein Molekulargewicht von 64 500 hat und strukturell aus zwei Untereinheiten 
besteht Jede Untereinheit enthalt eine Hamgruppe und eine Polypeptidkette, genannt Globin. Bei Saugetieren 
ist Hamoglobin in Erythrocyten zusammen mit Stroma vorhanden, das aus Proteinen, Phospholipiden und 
Cholesterin besteht 

Die Umsetzung von isolierten Rinder-Hamoglobin, enthaltend Stroma, mit flberschOssigem Glutaraldehyd 

io unter Bildung eines unloslichen Niederschiages, ist in Histochemical, J- Bd. 2, Seiten 137 bis 150, 1970, beschrie- 
ben. Ahnlich ist die Umsetzung von Proteinen aus ganzem Blut mit Glutaraldehyd unter Bildung eines wasserlos- 
lichen Leims in der US-PS 32 94 564 angegeben. Die Wechselwirkung von Kollagen und Gelatine mit Diisocya- 
naten und anderen mehrfach kuppelnden Mitteln, einschlieBlich Aldehyden ist in den US-PS 25 91 133 und 
30 57 782 sowie in Biochemica et Biophysica Acta, Band 1 68, Seiten 34 1 bis 352, 1 968, angegeben. Die Carboxyal- 

15 kylierung von Globin zur Verwendung als Plasma-Streckmittel ist in der US-PS 27 19 837 beschrieben. Die dort 
beschriebenen Produkte besitzen jedoch nicht die Fahigkeit, Sauerstoff zu transportieren und infolgedessen 
gelangten sie nicht zur allgemeinen Anwendung. Die US-PS 25 27 210 beschreibt die Verwendung von Hamo- 
globin zur Behandlung von Wunden. Die US-PS 30 00 836 und 35 19 572 beschreiben Blutzubereitungen, die als 
Standard zur Messung von Hamoglobin geeignet sind. In der NL-PS 74 04 140 ist ein wasserlosliches, vernetztes 

20 Hamoglobin beschrieben, das Stroma enthalt und als Plasmaersatz angewandt werden soil. Auch das in der 
DE-OS 24 17 619 angegebene polymerisierte Hamoglobin ist lediglich von grdberen Membranmaterialien be- 
freit, enthalt jedoch kleinere Lipide, Lipidaggregate und Proteine, die durch das ubliche Zentrifugieren nicht 
entfernt werden konnen. AUe in Hamoglobin-Zubereitungen enthaltenen Stroma-Verunreinigungen fuhren 
jedoch zu einer in-vivo Toxizitat. 

25 Die nicht vorveroffentlichte DE-PS 24 49 885 betrifft ein Verfahren zur Herstellung von chemisch modifizier- 
ten haltbaren Hamoglobinpraparaten sowie das nach diesem Verfahren hergestellte modifizierte Hamoglobin. 
In den Anspruchen dieser Patentschrift ist nichts dariiber ausgesagt, ob und wieweit dieses Verfahren zu einem 
wirklich stromafreien Produkt fuhrt. Nach dieser Patentschrift wird ein Verfahren zur Herstellung eines che- 
misch modifizierten haltbaren HamoglobinprSparates bestehend aus einer Mischung von aneinander mit Dial- 

30 dehyden gekoppelten Hamoglobinmolekulen beansprucht. Dem gegenuber beansprucht die vorliegende Erfin- 
dung ein anderes Verfahren. Dariiber hinaus wird nach dieser Patentschrift bei der Vernetzungsreaktion kein 
Desaktivator fur das Vernetzungsmittel eingesetzt, so daB es nicht moglich ist, die Vernetzungsreaktion und 
damit die Eigenschaften des erhaltenen Produktes zu steuern, so daB dieses Produkt nur begrenzt als Blutersatz- 
stoff geeignet ist. 

35 Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung eines Hamoglobins zur Verfugung zu 
stellen. das einfach durchgefiihrt werden kann und zu einem Produkt fuhrt, das die oben erwahnten Nachteile 
nicht besitzt und als Blutersatzstoff verwendet werden kann. 
Diese Aufgabe wird geldst durch das in den Anspruchen 1 bis 4 angegebene Verfahren. 
AuBerdem betrifft die Erfindung die Verwendung des so erhaltenen wasserloslichen polymerisierten vernetz- 
40 ten Polyhamoglobins zusammen mit einem physiologisch geeigneten Trager als Blutersatzstoff oder Blutplasma- 
streckrnittel. 

Die Ausdrucke "polymerisiertes Hamoglobin", "vernetztes Hamoglobin" und "makromolekulares Hamoglo- 
bin", die im Rahmen der Beschreibung als Equivalent angesehen werden, werden im folgenden ersetzt durch den 
Ausdruck "Poly hamoglobin". Darunter ist zumindest ein Hamoglobin-Tetramer, Hb4, zu verstehen, vernetzt in 

45 dem Tetramer oder mit mindestens einem anderen hamhaltigen Hamoglobin-Monomer, Hb f unter Bildung der 
makromolekularen Verbindung der allgemeinen Formel Poly(Hb) n . wobei Hb das Hamoglobin-Monomer und n 
4 bis 60, ublicherweise 8 bis 30 bedeutet. 

Das erfindungsgemaB hergestellte Polyhamoglobin (auch im folgenden immer nur kurz Polyhamoglobin) ist 
loslich in w a Brig en Flussigkeiten mit einem pH-Wert von 6 bis 9 und in physiologischen Flussigkeiten. Das 

50 Polyhamoglobin besitzt vorzugsweise ein Molekulargewicht von 64 000 bis 1 000 000 und die Eigenschaft, in 
Losung reversibel gasformige Liganden in einer Menge bis zu 60 u,Mol Ligand/g Polyhamoglobin zu binden.d. h. 
die Fahigkeit Liganden zu binden, liegt nahe bei 100%. Das Polyhamoglobin zeigt, je nach seiner Herstellung, 
einen Liganden-Teildruck bei halber Sattigung von 2,5 bis 120 mm Hg bei 37° C, gemessen bei neutralem pH und 
Atmospharendruck. Die Polyhamoglobinldsungen besitzen eine Intrinsic-Viskositat von 0.04 bis 0,16 dl/g und 

55 zeigen Spektren im ultra-violetten und sichtbaren Licht, ahnlich wie nicht vernetztes Hamoglobin. Das Polyha- 
moglobin im oxidierten Zustand, wenn das Eisen des Hams dreiwertig ist und das Polyhamoglobin vernetztes 
stromafreies Polymethamoglobin ist, besitzt einen molekularen Extinktionskoeffizienten, e, bei 630 nm = 33 ± 
0,4 x 10 J in Abwesenheit eines Hamliganden und e bei 540 = 9,5 ± 0,5 x 10 3 fur vernetztes stromafreies 
Polycyanomethamoglobin (Polymethamoglobin mit Cyanid als Hamliganden). 

60 Das Polyhamoglobin wird hergestellt, indem man von Erythrozyten ausgeht, die von frisch entnommenem 
menschlichen Blut, uberaltertem ganzen Blut oder Placentas gewonnen worden sind, gepackten Erythrocyten, 
die von Blutspendezentren erhalten worden sind, oder Erythrocyten von tierischem Blut. Das Blut wird in 
Flaschen gezogen, die ein Antikoagulans enthalten. zentrifugiert und das uberstehende Plasma abgezogen. Das 
Zentrifugieren wird bei -5 bis 40°C, vorzugsweise 4 bis 6°C ungefahr 5 bis 60 Minuten 650 bis 6500 g 

65 durchgefiihrt, wobei das Plasma und der Leukocytenfilm im zentrifugierten Blut abgetrennt und verworfen 
werden. AnschlieBend werden die roten Zellen in ungefahr 1 bis 4 Volumina kalter isotonischer oder hypertoni- 
scher Salzlosung gewaschen, die Suspension zentrifugiert und die uberstehende Flussigkeit erneut entfernt und 
verworfen. Die roten Zellen werden weitere 2- bis 3mal gewaschen, wobei die Waschflussigkeiten nach jedem 
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Zentrifugieren verworfen werden. 

Das Verfahren zur Herstellung des Ausgangsmaterials fur die Polymerisation umfaBt ein Isolieren des Hamo- 
globins aus den Zellen, das im wesentlichen frei ist von Zelltrummern und Stroma. Die Entfernung von Strom- 
aproteinen und Lipiden ist erfindungsgemaB kritisch und schlieBt im wesentlichen eine Nierenschadigung aus. 
Das Verfahren zur Herstellung von stromafreiem Hamoglobin umfaBt zunaxhst ein Lysieren (Losen) der Zellen 5 
in ungefahr 1 bis 4 Volumina kahem Wasser oder anderen lysierenden Losungen, wie hypotonischen Phosphat- 
pufferldsungen und hypotonischer Salzldsung. Nach der Lyse wird die Suspension von roten Zellen geschuttelt 
und kaltes Toluol in einer Menge von ungefahr 10 bis 200% des Zellvolumens, ublicherweise etwa 10 bis 
30 Volumen-% zugegeben. Das Gemisch wird dann 4 bis 10 Minuten geschuttelt und 24 bis 72 Stunden bei 4 bis 
6°C stehengelassen, wobei ein dreiphasiges Gemisch entsteht Die untere klare rote Schicht wird isoliert und mit 10 
40 000 bis 50 000 g mindestens 60 Minuten bei ungefahr 4 bis 6°C zentrifugiert, dann wird die obere klare 
Flussigkeit abgetrennt und durch ein Diatomenerdefilter filtriert Bei dieser Filtration werden Spuren von 
Stroma entfernt, und verschiedene bekannte Prazipitationstests konnen angewandt werden, um festzustellen, ob 
das Hamoglobin stromafrei ist. 

Restliche niedermolekulare Salze und Metaboliten werden von dem stromafreien Hamoglobin durch Dialyse 15 
gegen Standard- oder medizinisch geeignete Puffer entfernt. Puffer, die fur diesen Zweck geeignet sind, umfas- 
sen 0,05 m Phosphatlosung und physiologische Salzldsung, gepuffert mit Alkalibicarbonaten. Das stromafreie 
Hamoglobin kann dialysiert werden unter Verwendung von handelsiiblichen Vorrichtungen wie einem Dow-mi- 
niplant unter Verwendung von Biofiber®-50, Dialysefasern, dem Kolffsystem unter Verwendung einer semiper- 
meablen Membran oder einer Crom-A-Coil®-Einheit oder semipermeablen Dialysemembranen wie Zellulose, 20 
Zelluloseacetat und modifizierten Zelluloseacetatmembranen wie N.N-Diathylamino-athylzellulose-acetat und 
Zellulose-propionat 

Die Dialyse wird bei 4 bis 6°C durchgefuhrt, indem man die stromafreie Hamoglobinlosung durch Zellulose- 
Hohlfasern leitet, wobei das Hamoglobin gegen einen Puffer dialysiert wird, der auBen an den Fasern entlangge- 
leitet wird. Im allgemeinen besitzen die Fasern eine Trenngrenze (exclusion limit), die den Durchgang von 25 
niedermolekularen gelosten Stoffen erlaubt, ohne daB Hemoglobin mitaustritt. Die FlieBgeschwindigkeit der 
Flussigkeit ist groBer als 1 ml/min, vorzugsweise 3 bis 25 ml/min. Das stromafreie Hamoglobin wird dreimal 
durch die Fasern geleitet, um Gleichgewicht einzustellen. 

AnschlieBend wird das dialysierte Hamoglobin polymerisiert unter Bildung von wasserloslichem makromole- 
kularem vernetztem stromafreiem Polyhamoglobin. Das stromafreie Hamoglobin zur Vernetzung kann entwe- 30 
der einen Liganden enthalten oder nicht, je nachdem, ob Hamliganden vorhanden sind oder nicht. Wenn 
Sauerstoff oder Kohlenmonoxid als Hamliganden vorhanden sind, ist das Hamoglobin bekannt als Oxyhemoglo- 
bin bzw.Carbomonoxyhamoglobin. Wenn kein Hamligand vorhanden ist, nennt man das Hamoglobin Deoxyha- 
moglobin. Das Oxyhamoglobin und Carbomonoxyhamoglobin werden hergestellt durch Aquilibrierung mit den 
entsprechenden Gasen, Sauerstoff und Kohlenmonoxid, bei einer Temperatur von 4 bis 6°C ungefahr 30 bis 60 35 
Minuten lang. Deoxyhamoglobin wird hergestellt durch wiederholte Behandlung der Losung unter verringertem 
Druck, ublicherweise ungefahr 250 mm Hg und anschlieBendes Spiilen mit Stickstoff oder einem inerten Gas wie 
Argon oder Neon. Deoxyhamoglobin kann auch hergestellt werden durch chemische Deoxygenierung unter 
Zugabe von Reduktionsmitteln wie Natriumdithionit oder Natriumsulfit. Die bevorzugten Formen von Hamo- 
globin zur Herstellung des erfindungsgemaB hergestellten Polyhamoglobins sind Oxyhamoglobin und Deoxyha- 40 
moglobin. Das Vernetzen dieser Hamoglobine ergibt Polyhamoglobine mit einem Pso-Wert von ungefahr 4 bis 
120 mm Hg bei ungefahr physiologischen Bedingungen (37°C. pH 7,1) je nach der Art der Herstellung des 
Polyhamoglobins. Dieser Bereich von Pso-Werten von 4 bis 120 mm Hg umfaBt die Hamoglobin-Sauerstoff-Affi- 
nitaten wie sie sich in Blut und freiem natilrlich vorkommendem Hamoglobin finden. 

Die Polymerisation von dialysiertem stromafreiem Hamoglobin wird durchgefuhrt durch intermolekulare 45 
Vernetzung, ublicherweise der primaren Aminogruppe des Lysinrestes unter Bildung von wasserloslichem 
Polyhamoglobin. Die Vernetzung wird durchgefuhrt in Gegenwart mindestens eines polyfunktionellen Vernet- 
zungsmittels unter Bildung von mehr als 90% makromolekularem Hamoglobin. Die Polymerisation wird durch- 
gefuhrt. indem man zunSchst das ReaktionsgefaB mit dem entsprechenden Gas spult. Dann wird das Hamoglo- 
bin unter einer Schutzatmosphare des entsprechenden Gases vernetzt. Die Reaktion wird 0,25 bis 300 Stunden 50 
bei 0 bis 25°C unter Atmospharendruck durchgefuhrt. Hohere Drucke bis zu 500 kPa konnen ebenfalls ange- 
wandt werden. Vorzugsweise wird die Temperatur zwischen 0 und 10°C gehalten, um eine thermische Oxidation 
von Hamoglobin zu vermeiden. Temperaturen im Bereich von 4 bis 6°C sind besonders bevorzugt Im allgemei- 
nen wird ungefahr ein Aquivalent Hamoglobin mit einem Molekulargewicht von 64 000 mit 2,5 bis 300 Aquiva- 
lent des polyfunktionellen Vernetzungsmittels umgesetzt. 55 

Die Reaktion wird abgebrochen durch Zugabe eines Vernetzmittel-Desaktivators wie eines niedermolekula- 
ren Amins (wie die Konzentration an Vernetzungsmittel zunimmt, kann die Neigung zur Bildung unloslicher 
Polymerisationsprodukte zunehmen, und das kann verhindert werden durch Zugabe eines Teils des Desaktiva- 
tors vor der Zugabe des Vernetzungsmittels). Die zugesetzte Menge an Desaktivator wird so gewahlt, daB sie 
ausreicht, um mit den nicht umgesetzten funktionellen Gruppen eines Vernetzungsmittels, das an eine Hamoglo- 60 
bingruppe gebunden ist, zu reagieren. Ublicherweise verwendet man eine stochiometrische Menge oder ein 
OberschuB bis zu 250 Aquivalent Desaktivator auf ein Aquivalent Vernetzungsmittel. Nach der Zugabe des 
Desaktivators wird das Reaktionsgemisch weitere 18 bis 24 Stunden bei verminderter Temperatur geruhrt. Das 
rohe Reaktionsgemisch wird durch Zentrifugieren geklart und gegen eine isotonische Elektrolytlosung dialy- 
siert. Das erhaltene losliche Polyhamoglobin wird sterilisiert durch Filtrieren durch einen Filter mit einer 65 
PorengroBe von ungefahr 0,2 bis ungefahr 0,45 u.m, vorzugsweise 0,22 urn 

Die fur die erfindungsgemaBen Zwecke geeigneten polyfunktionellen Vernetzungsmittel sind vorzugsweise 
wasserloslich und reagieren mit vernetzbaren Stellen von Hamoglobin unter Bildung eines vernetzten wasser- 
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Idslichen Produktes. Die angewandten Vernetzungsmittel uben keinen nachteiligen Effekt auf das Harnoglobin, 
dessen Loslichkeit oder seine Fahigkeit, reversibel Sauerstoff zu binden und zu den Geweben und Organen zu 
transportieren, aus. Die polyfunktionellen Vernetzungsmittel besitzen zumindest zwei funktionelle Gruppen, die 
gleich oder verschieden sein konnen. Diese Gruppen sind imstande, mit Aminogruppen und anderen vernetzba- 

5 ren Stellen des Hamoglobinmolekuls zu reagieren und sie zu vernetzen. Unter Aminogruppen sind die N-end- 
standigen a-Aminogruppen der Hamoglobinketten und der basischen Aminosaurereste wie Lysin und Arginin 
zu verstehen. Die funktionellen Gruppen des Vernetzungsmittels konnen kovalent miteinander verbunden sein, 
oder sie konnen durch eine aliphatische Gruppe oder einen aromatischen Ring voneinander getrennt sein. 
Beispiele fur aromatische stabilisierte funktionelle Gruppen sind mit einer Nitrogruppe aktivierte Azo- und 

io Halogengruppea Diese umfassen Verbindungen mit einem heterocyclischen Ring mit reaktionsfahigen Grup- 
pen an dem Ring wie Triazine der Formel 

R. 
I 

15 C 

/ \ 
N N 

I II 

20 C C 

20 / \ / \ 

R, N R 2 



wobei R| ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 und R? ein nukleophiler Substituent wie eine 
25 aliphatische Gruppe (z. B. Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen) oder aromatische Gruppe, ein Halogen- 
atom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 oder eine Aminogruppe ist. Vernetzungsmittel dieser Formel sind z. B. 
2-Amino-4,6-dichlor-s-triazin und Chlor-s-triazin. 
Geeignete Vernetzungsmittel umfassen auch aromatisch stabilisierte Verbindungen der Formel 

30 R 5 R« R< R 5 

35 

in der R 3 eine kovalente Bindung, eine Alkylengruppe mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Phenylen-, Oxy-, 
Sulfonyl- oder sek-Aminogruppe, R4 ein Halogenatom oder eine Nitrogruppe, R 5 ein Wasserstoffatom, eine 
Nitrogruppe, eine Alkylgruppe mit ! bis 8 Kohlenstoffatomen, eine Sulfo- oder Carbacylgruppe und R6 ein 
Halogenatom, eine Diazo-, Isocyanat- oder Isothiocyanatgruppe bedeuten. Beispielhafte Verbindungen dieser 
40 Formel sind Bis-diazobenzidin-2^'-sulfonsaure, 4,4'-Difluor-3,3'-dinitrophenylsulfon und Diphenyl-4,4'-diisot- 
hiocyanat. 

Andere geeignete Vernetzungsmittel umfassen Verbindungen der Formel 



Rt 




wobei R; ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35. Rg eine Nitrogruppe oder ein Wasserstoffatom 
bedeuten, wobei mindestens ein Rest Ra eine Nitrogruppe ist. 

Eine typische Verbindung hierfiir ist 1,5-Difluor-2.4-dinitrobenzol. 
55 Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungen der Formel (R9h c = O. wobei R 9 ein Wasserstoff- 
oder Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 ist. 
Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Verbindungen der Formeln 



60 R 10 — (CH,) n — R l0 R,o— (CHJL, — C 6 H 4 — (CH 2 ) n — R l0 

(CH 2 ) p 

/ \ 

R,o— CH, CH 2 — R,o und R, 0 — (CH ? ) — R n — (CH^),, — R 
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7o ^TiTS eTeSniZ Ji£ r' " ""^T Zah ' V °" ° bis 3 ' P ein ganze Zahl von 0 bis 4 ' «> eine g^nze Zahl 
I^yanid A dehvd E S W * a "«^eben wie eine Isocyanat.. Vinyl-, Imino-. Isothiocyanat, 

Krmel Chlorfornnat-. Tnchlorformial- oder Imidoalkylestergruppe oder eine Gruppe 




Oder COR l} 



hyJrin^tadTen^S' A^TJTT ."'^l" ° ben an S e S ebenen F °™'n sind Divinyl-sulfon, Epichlor- 
Jf r f Vemetzungsmittel mil e.ner Isocyanat- oder Isothiocyanatgruppe sind Dipheny -44'-diisothiocva 

Id .* SSSSS. S^ A ^',°S? i ; ldel,yd|! ' uwe sind P.r.form.ld.h. 



C0 2 H(CH 2 )„C0 2 H oderRCH^COOHbCH. 



fiiSEXft? f ak, ' V ! eren ' "'edermolekulare Alkohole zur Desaktivierung von aktivfencn C iiwiren 
STe ^Erfindunfwi'rH l^tV* ^ SM W^ ™ Desaktivierung von E^xiden und Vinylen ' 
D.e Erf.ndung w.rd durch die folgenden, nicht einschrankenden Beispiele. nahererlautert 



Beispiel 1 
Herstellung der Hamoglobinlosung 



uittlS^.^ Oberaltertes menschliches Blut. enthaltend saure Citrat-Dextrose- 

GefaSf der £SS2 Z J?, u, ""^ T emer '° kalen B,Utbank erhalten - Zunachsl ™de Blut aus den 
OefaQen der Blutbank ,n autoklavenart.ge 500-ml-CentrifugengefaBe gegeben. Die GefaBe wurden mit einer 

50MUoMT4^T3o n M da ! B,u «'. b «^hend aus Erythrocyte", LeukocW B.utpStchen unf p£a mi 
5000 UpM (4000 g). 30 M.nuten be. 4°C zentr.fugiert. Dann wurden das Plasma, der Leukocytenfilm und die 
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Blutblattchen durch Absaugen durch eine sterile Pipette entfernt und verworfen. Die sedimentierten Erythrocy- 
ten, die zuruckblieben, wurden viermal durch Suspendieren in ungefahr dem dreifachen ihres Volumens eiskalter 
steriler 0,9%iger physiologischer Salzldsung oder l,6%iger Natriumchloridl6sung gewaschen. Nach jedem 
Waschen wurden die Zellen wieder durch Zentrifugieren sedimentiert und die uberstehende FlOssigkeit entfernt 
5 und verworfen. 

AnschlieBend wurden die gewaschenen roten Zellen entweder mit einem gleichen Volumen von eiskaltem 
Wasser oder hypertonischer, 0,05 m Phosphatpufferldsung, pH 7,2, lysiert, urn die intakten Zellwande aufzubre- 
chen und das Hamoglobin freizusetzen. Die Lyse wurde durch 1 bis 2 Minuten langes heftiges Schutteln der 
Zell-Wasser-Suspension bei Raumtemperatur vervollstandigt. Dann wurden die lysierten Zellen in einen sterilen 
io 2-Liter-Scheidetrichter gegeben, wobei das gesamte Volumen der Losung ungefahr 1500 ml betrug. Das lysierte 
Erythrocytes Wasser-Gemisch wurde durch Extraktion mit 350 ml eiskaltem Toluol fOr Reagenzzwecke von 
Stroma befreit. Die Extraktion wurde durchgefuhrt durch zumindest funf Minuten langes Schutteln in dem 
Scheidetrichter. 

Nach dem Stehen bei 4°C uber Nacht trennte sich das Extraktionsgemisch in drei Schichten: Eine obere 

is Schicht aus Toluol, enthaltend Stroma und Lipide, eine mittlere Schicht von Zelltrummern und eine untere 
Schicht aus der dunkelroten waBrigen Hamoglobinlosung. Die untere Hamoglobinschicht, 800 bis 1200 ml, 
wurde abgetrennt und mit 19 000 UpM (50 000 g), 60 Minuten bei 4°C zentrifugiert, urn die noch verbleibenden 
Zelltrummer zu sedimentieren. Wenn nach dem Extrahieren mit Toluol keine Trennung der Schichten eintritt, 
wird dieToluol-Wasser-Zellemulsion entweder durch Zentrifugieren mit 5000 UpM (4000 g) 30 Minuten bei 4°C 

20 oder durch Behandeln der Emulsion mit 0,15 Volumina Celite^-535 Filterhilfe, einem Diatomeenerdefilter, 
aufgebrochen. Die waBrige Hamoglobinlosung wird vor dem Celite® durch Vakuumfiltration und Zentrifugieren 
mit 19 000 UpM (50 000 g) entfernt. Etwaige letzte Spuren von Stroma in dem Hamoglobin wurden entweder 
durch Filtrieren durch Filter mit einer PorengroBe von 0,22 u.m oder durch Durchleiten durch eine 3,8 cm 
(1,5 inch) dicke Schicht naBgepackter Celite®-535 Filterhilfe. die vorher sauer und anschlieBend mit sterilem 

25 pyrogenfreiem Wasser gewaschen worden war, entfernt. 

AnschlieBend wurde die frisch hergestellte stromafreie Hamoglobinlosung gegen 0,05 m Phosphatpuffer, 
pH 7,6 mit Hilfe eines Dow Biofiber^-50 Miniplant-Dialysator dialysiert. Die semipermeablen hohlen Zellulose- 
fasern des Dialysators wurden zunachst mit 2,5% Formalin gewaschen und dann mit sterilem pyrogenfreiem 
Wasser gespult, urn eine mogliche Verunreinigung des Hamoglobins durch Bakterien zu vermeiden. Die AuBen- 

30 seite der Dialysehohlfasern wurde mit sterilem Wasser und sterilem Phosphatpuffer gespult Dann wurde die 
Hamoglobinlosung mit einer FlieBgeschwindigkeit von 20 ml/min durch die Fasern geleitet, wahrend der Puffer 
auBen urn die Fasern geleitet wurde und der FluB des Puffers gegen die FlieBrichtung des Hamoglobins mit einer 
Geschwindigkeit von 100 ml/min stattfand. Die Hamoglobinlosung wurde wiederholt durch die Fasern geleitet, 
zumindest dreimal. urn einen vollstandigen Elektrolytaustausch und Entfernung von zellularen Kaliumionen 

35 sicherzustellen. Die Hamoglobinlosung wurde weiter geklart und sterilisiert durch Druckfiltration durch ein 
0,22 urn Filter, bestehend aus gemischten Estern von Zellulose der Millipore Corporation. Die stromafreie 
Hamoglobinlosung wurde durch Zutropfen von ungefahr I ml eiskalter gesattigter Ammoniumsulfatlosung zu 
1 ml Hamoglobinlosung unter konstantem Ruhren untersucht, ob sie stromafrei war. Wenn kein Niederschlag 
auftritt, ist die Losung stromafrei. Die Hamoglobinlosung wurde bis zum Verbrauch bei 4 bis 6°C gelagert. 

40 Die Hamoglobinlosung wurde analysiert, urn die Menge an Methamoglobin und Gesamthamoglobin in der 
Zubereitung zu bestimmen. In Oxyhemoglobin ist das Eisen der Hamgruppe zweiwertig. Wenn Hamoglobin zu 
Methamoglobin oxidiert wird, liegt das Eisen in dreiwertigem Zustand vor. Da Methamoglobin nicht imstande 
ist, Liganden wie CO, 0 2 und NO zu transportieren, ist sein Vorhandensein in wesentlichen Mengen in der 
Hamoglobinzubereitung unerwunscht. Das Vorhandensein von Methamoglobin wurde spektrophotometrisch 

45 nach dem modifizierten Cyanomethamoglobinverfahren bestimmt (Hawk's Physiological Chemistry, Seite 1096, 
1968). Die Konzentration an Hamoglobin und Methamoglobin in der Hamoglobinlosung wurden folgenderma- 
Ben bestimmt: Zunachst wurde die Hamoglobinlbsung auf eine Konzentration von ungefahr 10 mg/ml verdunnt 
(Losung A) und die Absorption der Losung bei 630 nm gegen Wasser bestimmt (Lj). Ein Tropfen einer KCN-Lo- 
sung (1 Teil 10% KCN und I Teil 0,05 m Phosphat, pH 7,6) wurde zugegeben und die Losung gemischt. Durch 

so diese Zugabe wird gegebenenfalls vorhandenes Methamoglobin in Cyanomethamoglobin umgewandelt. Nach 
zwei Minuten wird die Absorption der Losung bei 630 nm gegen destilliertes Wasser erneut abgelesen (L 2 ). 
Cyanomethamoglobin absorbiert nicht bei 630 nm. Dann wird 1 ml der Losung A mit 9 ml destilliertem Wasser 
verdunnt. Ein Tropfen 20%iges Kaliumferricyanid wird zugegeben und nach zwei Minuten ein Tropfen von 
I0%igem KCN. Die Losung wird gemischt und die Absorption bei 540 nm gegen eine Blindprobe, bestehend aus 

55 10 ml Wasser, enthaltend je einen Tropfen 20°/oiges Kaliumferricyanid und 10%iges KCN, abgelesen (L 3 ). Die 
Konzentration von Methamoglobin und Hamoglobin wird folgendermaBen berechnet: 

Konzentration von Methamoglobin (mM) « L> ~ 7 L * x Verdunnungsfaktor der Losung A, (emM = 3.7 fur 

Methamoglobin bei 630 nm). 

60 L 

Gesamtkonzentration von Hamoglobin (mM) = -p^- x Verdunnungsfaktor der Losung A x 10 (emM = 11,0 

fur Cyanomethamoglobin bei 540 nm). 

Die Ergebnisse fur frisch hergestelltes Hamoglobin waren 0 bis 0,3% (Gew7Vol.) Methamoglobin. wahrend die 
Gesamthamoglobinkonzentration ublicherweise 13 bis 14% (GewyVol.) oder 130 bis 140 mg Hamoglobin/ml 
65 betrug. 

Die Oxidation von Hamoglobin zu Methamoglobin zur Bestimmung des millimolaren Extinktionskoeffizien- 
ten bei einer Wellenlange maximaler Absorption wurde durchgefuhrt durch Umsetzung von Hamoglobin mil 
Kaliumferricyanid, wobei die zuletzt genannte Verbindung in einem 5%igen UberschuB, bezogen auf Hamaqui- 
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««n^ Mm p d ho n ,r h ar ; Ei " e,wa jf e ; OberschuB an niedermolekuiaren Reagenzien wurde entfern, durch Dialyse 

«*- «- giasdesti.He.es Wasser nach de^n 

Amlur 1 " 18 d ! r m, ! lim ? laren Extinktionskoeffizienten wurde der Eisengehalt der Probe beslimmt durch 
OerfXeT H°H SSI>ek -rI OS ou P,e " aCh dem in Am - J - C,in - Path - Band Seiten 225 bis 228 T%7 ^^^2 
M^Trung tn£JSS2lk ^ ^ % ,38 ' an * e * ebene " Modifizierung. EtaJSCfS 
Pro^S^ Vergieichseisenstandard zugegeben, um die 

Pro*^^^^ * - - ~, der 



Absorbtion bei Xmax 
Mol Fe 



Beispiel 2 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Glutaraldehyd 



tog D ra P ht ' VerX W n i 1ur ,e ^lrf riSier,e K H r Ogl0binS WUrde beS,immt durch Geldurchdringungschroma- 
£nd7 9 ^ sind "eschrieben in Biochen, Biophy, Acta. 
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Die kugelformigen Agarosegelperlen sind erhaltlich als Sepharose®4-B von Pharmacia Fine Chemicals, Upp- 
sala, Schweden. Beim Eluieren durch eine Saute, die mit Globularproteinen geeicht war, erhielt man das 
zahlenmaSige Molekulargewichtsmittel, Mn, das Gewichtsmittel des Molekulargewichts, M w > und den Grad der 
Polymerisation, D.P., fur das polymerisierte Hamoglobin. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 angegeben. 

5 Eine weitere Charakterisierung des Polyhamoglobins wurde erreicht durch Messung der Viskositat und 
Osmolaritat. Die Ergebnisse zeigten eine erhohte Viskositat fur mit Glutaraldehyd vernetztes Deoxyhamoglobin 
im Vergleich zu Hamoglobin sowie ein Newton'sches Verhalten, was die Unabhangigkeit der Viskositat von der 
Scherkraft zeigt. Dieses Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Viskositat mit der Konzentration, wie 
aus Fig. 4 hervorgeht und durch die die Kreise verbindende Kurve angegeben ist Die Viskositatsdaten wurden 

io mit einem Ostwald- Viskosimeter Nr. 25 bei 37°C nach der ASTM-Bestimmung D21 62-64 erhalten. Die Osmola- 
ritat wurde mit einem Dampfdruckosmometer, Model 302B der Hewlett Packard, bestimmt, das mit Hilfe des 
modernen Gefrierpunktsstandards NaCI geeicht war. Die polymerisierten Hamoglobinlosungen in einem phy- 
siologisch geeigneten Trager waren alle iso-osmotisch, 300 mOsm/kg H20(± 10%) mit einer Intrinsic-Viskositat 
[ij - 0,091 dl/g. 

15 Der Grad der kationischen Bindung an Polyhamoglobin wurde bestimmt durch Zugabe von entweder Calci- 
um- oder Magnesiumionen zu der Losung. Die Proben wurden 15 Minuten bis 18 Stunden bei 4°C inkubiert und 
das makromolekulare Hamoglobin von dem Ltisungsmittel abgetrennt durch Zentrifugieren durch einen Mem- 
branultrafilter mit einer Rtickhaltgrenze fQr ein Molekulargewicht von 50 000. Diese Ultrafilter sind unter dem 
Namen Centriflo®-Membrane-Ultrafilters der Amican Corporation, Lexington, Massachusetts USA im Handel. 

20 Das klare Filtrat wurde auf den Calcium- oder Magnesiumgehalt untersucht mit Hilfe von Calcium Rapid Stat® 
und Magnesium Rapid Stat® der Pierce Chemical Co. Rockford, Illinois USA. Die Ergebnisse zeigten keine 
Bindung von Calcium- oder Magnesiumionen an das Polyhamoglobin. 

Die Sterilitat der Losungen wurde nach Standardverfahren fur flussige Medien USP XVIII, Seiten 856 bis 865, 
1 970, bestimmt. Alle Proben, die durch ein 0,22-u.m- Filter filtriert worden waren, erwiesen sich als steril. 

25 Die Analyse des polymerisierten Hamoglobins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin nach dem in 
Beispiel 1 beschriebenen Verfahren ergab eine Hamoglobinkonzentration von ungefahr 8% (Gew/Vol.) und 
eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 0,6% (Gew/Vol.), was zeigt, daB das Hamoglobineisen im 
zweiwertigen Zustand verblieben ist. Die Sauerstoffbindungsfahigkeit wurde in einer Van Slyke-Vorrichtung 
nach dem in J. Biol. Chem. Band 61 , Seiten 523 bis 573, 1 924, angegebenen Verfahren bestimmt und es zeigte sich, 

30 daB sie nahe bei 100% lag. Die Sauerstoffaffinitat des makromolekularen Hamoglobins, gemessen als Teildruck 
Sauerstoff, der erforderlich ist, um die Polyhamoglobinlosung zur Halfte zu sattigen, wurde zu 22 mm ®Hg 
Sauerstoffdruck oder P50 = 22 mm Hg bei Atmospharendruck und 37° C bei einer Losung mit einem pH-Wert 
von 7,1 gefunden. Die Sauerstoff-Dissozationskurve ist in Fig. 3 angegeben. Die Sauerstoff-Dissozationskurven 
von Hamoglobin und dessen Derivaten werden bestimmt, indem man zunachst eine Hamoglobinprobe durch 

35 Tonometrie mit einem Gasgemisch bekannter Zusammensetzung aquilibriert und dann die aquilibrierte Probe 
spektrophotometrisch miBt. Die Sauerstoffdissozationskurven fur Hamoglobin und dessen Derivate werden 
auch bestimmt, indem man tonometriertes Hamoglobin verwendet und es in einer Sauerstoff sattigungsmeBvor- 
richtung (Oxygen Saturationmeter) photometrisch miBt Das fur diese Bestimmungen angewandte Verfahren 
und Tonometer sind beschrieben in Pflugers Archiv, Band 15. Seiten 418 bis 424, 1960; Operators Manual- 137 

40 Tonometer, Seiten 1 bis 14 und 37 bis 42, 1965, verdffentlicht von Instrumentation Laboratory, Inc., Lexington, 
Massachusetts, USA; und J. Appl. Physiol, Band 28, Seiten 227 bis 233, 1970. Die Sauerstoff-Sattigungsverfahren 
sind bekannt (Scan. J. Clin. Lab. Inv. Band 14, Seiten 587 bis 597, 1962). 

Beispiel 3 

45 

Reaktion von Oxyhemoglobin mit Glutaraldehyd 

Die Polymerisation von Oxyhemoglobin mit Glutaraldehyd wurde durchgefuhrt, indem man das Verfahren 
des Beispiels 2 mit alien dort angegebenen Bedingungen wiederholte, mit der Ausnahme, daB die Losungen und 

50 die Reaktionsumgebung Sauerstoff enthielten (are kept aerobic) durch Aquilibrieren entweder mit Luft oder mit 
100%igem O2. Gegebenenfalls kann die polymerisierte Oxyhamoglobinlosung durch Filtrieren durch einen 
0,45 urn Filter sterilisiert werden. 

Die Bestimmung der intermolekularen Vernetzung wurde durch Gelfiltration, wie in Beispiel 2 angegeben, 
durchgefuhrt und das entstehende Elutionsprofil zeigte, daB die Reaktion zu 90% makromolekularem HSmoglo- 

55 bin gefOhrt hatte. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsanalyse sind in Tabelle 1 angegeben. Die makromoleku- 
lare Oxyhamoglobinldsung war iso-osmotisch, 300 mOsm/kg H2O (± 10%) mit einer Intrinsic-Viskositat {*)) = 
0,1 10 dl/g. Dieses Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Viskositat mit der Konzentration, wie in 
Fig. 4 durch die die Dreiecke verbindende Kurve angegeben ist. 

Die Analyse des Polyhamoglobins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin zeigte eine Hamoglobinkon- 

60 zentration von ungefahr 8% (GewyVol.) und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 0,6% 
(Gew/Vol.). Die Sauerstoffaufnahmefahigkeit wurde zu nahe 100% gefunden, der P 50 -Wert war 4 mm Hg 
Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und 37°C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 7,1 und einer 
Sauerstoffdissoziationskurve wie in Fig. 5 angegeben. 

65 Beispiel 4 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Divinylsulfon 
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In einen 1-Liter-K.olben, der mit Argon bei ungefahr 4°C aquilibriert war, wurden unter LuftausschluB 250 ml 
Deoxyhamoglobinlosung 14% (GewyVol.) in 0 r 05 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,1 und einem 
Methamoglobingehalt von weniger als 03% (GewTVol.) gegeben. Die Losung wurde durch kontinuierliches 
SpQlen mit feuchtem Stickstoff frei von Luft gehalten. Die Deoxyhamoglobinlosung wurde dann 18 Stunden mit 
Stickstoff aquilibriert, um moglicherweise noch vorhandene Luftverunreinigungen zu entfernea 

AnschlieBend wurden 115 mg (0,85 ml) Divinyisulfon zugegeben und die Reaktionslosung 72 bis 96 Stunden 
bei 4°C gerQhrt Alle 24 Stunden wurde der pH-Wert eines kleinen Anteils von ungefahr 0,5 cm 3 der Reaktions- 
losung bestimmt und das Fortschreiten der Reaktion durch Gelfiltration durch Bio-Gei® P-150, wie oben 
beschrieben, bestimmt. Wenn notwendig, wurde der pH-Wert mit In NaOH auf ungefahr 7,2 bis 7,4 eingestellt. 
Wenn die Gelfiltration zeigte, dab* ungefahr 80 bis 90% des roten Materials auBerhalb des Gels blieben, d. h. M w 
> 150 000 Dalton, wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 ml von Luft befreiter 13 m Lysinldsung zur 
Desaktivierung nicht umgesetzter Vinylgruppen abgebrochen. Dann wurde die Reaktionslosung weitere 18 
Stunden unter LuftausschluQ gehalten und geruhrt. 

Nach dem Abbruch der Reaktion wurde die Reaktionslosung mit 100%igem Sauerstoff oxidiert und die 
Losung durch Zentrifugieren und Filtern durch einen 0,65 urn Millipore®- Filter geklart. Diese Stufen und alle 
folgenden Stufen wurden durchgefuhrt, ohne daB die Temperatur Ober 15°C steigen konnte. Die geklarte 
Losung wurde dann gegen einen Elektrolyten dialysiert, um nicht gebundenes Divinyisulfon und uberschussiges 
Lysin zu entfernea Das Gesamtvolumen nach der Dialyse betrug 280 ml mit einem pH-Wert von 6,92 bet 37°C in 
physiologischer SalzlOsung. Die makromolekulare Hamoglobinldsung wurde mit einem physiologisch geeigne- 
ten Trager vermischt, der pH-Wert auf einen physiologisch geeigneten Bereich eingestellt, wie in Beispiel 2 
beschrieben, und die Losung durch Filtrieren durch einen MiIlipore®-Filter mit einer PorengroBe von 0,22 u.m 
sterilisiert. 

Die prozentuale Umwandlung von Hemoglobin zu makromolekularem Hemoglobin wurde durch Gelfiltra- 
tion bestimmt, und die kovaiente Vernetzung wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit 
Hilfe von Natriumdodecylsulfat. wie in Beispiel 2 beschrieben. Ahnliche Ergebnisse wurden fur Deoxyhamoglo- 
bin, das mit Divinyisulfon vernetzt war, gefunden wie fur mit Glutaraldehyd vernetztes Deoxyhamoglobin, wie in 
Beispiel 2 beschrieben. Die Spektralanalyse der oxidierten Losung im ultravioletten und sichtbaren Bereich 
zeigte das in Fig. 6 angegebene Spektrum. Die Analyse der durch Aquilibrieren mit Stickstoff deoxygenierten 
makromolekularen Hamoglobinlosung zeigte das in Fig. 7 angegebene Spektrum. Die Ergebnisse der Bestim- 
mung der molaren Extinktionskoeffizienten sind in Tabelle 2 angegeben. 

Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe der Geldurchdringungschromatographie und 
Viskositatsmethoden sind in Tabelle 1 angegeben. Die Polyhamoglobinlosung in einem physiologischen Trager 
war iso-osmotisch, 300mOsm/kg H 2 0 (± 10%), mit einer Intrinsic- Viskositat [rj] = 0.139 dl/g. Die relative 
Viskositat war im wesentlichen unabhangig von der Konzentration, wie in Fig. 4 angegeben, wobei dieses 
Polymer durch die die Quadrate verbindende Kurve dargestellt ist. Die Analyse des makromolekularen Hamo- 
globins auf Gesamthamoglobin und Methemoglobin ergab eine Hamoglobinkonzentration von ungefahr 83% 
(GewVVol.) und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 0,4% (GewTVol.). Es zeigte sich, daB die 
Sauerstoffaufnahmefahigkeit nahezu 100% betrug mit einem Pso-Wert von 100 bis 120 mm Hg Sauerstoffdruck 
bei Atmospharendruck und 37°C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 6,9 und einer Sauerstoffdissozia- 
tionskurve wie in Fig. 8 angegeben. 

Beispiel 5 

Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Divinyisulfon 

Die Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Divinyisulfon wurde entsprechend Beispiel 4 durchgefuhrt mit der 
Ausnahme, daB alle Losungen und die die Reaktion umgebende Atmosphere Luft enthielten durch Aquilibrieren 
entweder mit Luft oder mit 100%igem 0 2 - Die bis zur vollstandigen Reaktion erforderliche Zeit, wie sie durch 
Elution durch Bio-Gel® P-150 bestimmt wurde, betrug ungefahr 96 Stunden. 

Die Umwandlung zu makromolekularem Hamoglobin wurde bestimmt durch Gelfiltration und die kovaiente 
Vernetzung wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit Hilfe von Dodecylsulfat, entspre- 
chend Beispiel 2. Es wurden ahnliche Ergebnisse fur mit Divinyisulfon vernetztes Oxyhemoglobin erhalten wie 
fur mit Glutaraldehyd oder Divinyisulfon vernetztes Deoxyhamoglobin wie in den Beispielen 2 und 4 beschrie- 
ben. Die Spektralanalyse der oxidierten L6sung im ultravioletten und sichtbaren Bereich zeigt das in Fig. 9 
angegebene Absorptionsspektrum. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe der Gel- 
durchdringungschromatographie und Viskositatsmethoden sind in Tabelle 1 angegeben. In Tabelle 2 sind die 
Extinktionskoeffizienten fur Poly hemoglobin in Form von Methemoglobin und Cyanomethamoglobin angege- 
ben. 

Die Losung von vernetztem Oxyhemoglobin in einem physiologischen Trager war iso-osmotisch, 300 mOsm/ 
kg H 2 0 ( ± 10%) mit einer Intrinsic- Viskositet [t|] = 0,061 dl/g. Die relative Viskositat war im wesentlichen von 
der Konzentration unabhangig. wie aus der die Rauten verbindenden Kurve in Fig. 4 hervorgeht. Die Untersu- 
chung des makromolekularen Oxyhemoglobins auf Gesamthamoglobin und Methemoglobin ergab eine Hamo- 
globinkonzentration von ungefahr 8,5% (GewyVol.) und eine Methemoglobinkonzentration von weniger als 
0,4% (GewyVol.). Es zeigte sich, daB das Sauerstoffaufnahmevermogen nahezu 100% betrug und der Pso-Wert 
4 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und 37°C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 6,9 und 
einer Sauerstof fdissoziationskurve wie in Fig. 1 0 angegeben ist. 
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Beispiel 6 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Hexamethylendiisocyanat 

JrS" m '\ A oT,r * qUi K T 'TZ ^ m '; Run dkolben wurden bei 4°C unter LuftausschluB 20 ml Deoxyhamo- 
glob.nldsung. 12% (Gewyyol.) >n 0,05 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,1 gegeben und die Losuna 
durch kommuierhches SpOlen m,t feuch.em Argon luftfrei gehalten. Die Losung wurde ungefahr.8 Stundtn zur 
Entfernung moglicher Luftverunre.nigungen unter Rahren unter Stickstoff bei dieser Temperatur jrehalten. 

AnschheBend wurden 0.138 ml Hexamethylendiisocyanat zu dem Deoxyhamoglobin zugegeben und dfe Reak- 
vZ£e„ f7' ""'M™ °^ ^riebenen Bedingungen 72 Stunden geruhft, urn das D^Vyhamogtebin zu 
durch 7,? Mh ,wa, e es A u ^r S chUss.ges ,n dem Reak.ionsgemisch verbliebenes Hexamethylendiisocyanf, wurde 
durch Zugabe von 4 ml luftfre.er 13 m Lysinlosung desaktivier, und anschheBend 18 Stunden gerflhrt urn 
gekK Desak„v,erung vol.standig war. Die L5sung wurde oxidier, und durch LnSgieren 

De^H-iZriSr 8 !™ P 0, y me ^ si f rtem D Myoglobin wurde bestimmt durch Gelfihration durch Biogel® P-150. 
Der Hauptteil des elu.erten Produktes, 85%. drang nicht in die Gelporen ein, was ein Proteinmolekulareew irht 
ZS„ r • b H , 2 T- ^Tk anzei « l : Die Un'ersuchung des po.ymerisierten D«X33E! S GeSht 
moglobtn und Methamoglobm ergab eine Hamoglobinkonzentration von ungefahr W% (GewyVoM unTeine 
to£fmi£!!&r t,0n H V ^ Wen ' g " a ' S °; 7% (°ew^oL)L Es zeig.e sich, daB der PsJ-Wert de s^y^rt 
pH Wellvon fJSar 8 SaUerS, ° ffdruck be ' Atmospharendruck und 37°C mit einer Losung mit einem 

Beispiel 7 

Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Hexamethylendiisocyanat 

Die Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Hexamethylendiisocyanat wurde entsprechend dem in Bei<ni«.l fi 
angegebenen Verfahren durchgefuhr,. wobei die gleichen Bedingungen angewand wurden mit de AusnaTme 
S,hfL n" g d ' e d ' e , Reakti °" um g ebende Atmosphare durch Aquilibrieren mit Luf t ode Luerstoff Luft' 
Sm, h ' e pro l em , ua,e Umwandlung zu polymerisiertem Oxyhamoglobin. wie ie durch GdEton be 
^^X^Z den ^ **» 6 ^nftimmten fflr eine AuSte™ 85^ 

Beispiel 8 

Umsetzung von Deoxyhamoglobin mit Dimethylsuberimidathydrochlorid 

R..?Hl^K me !. ZUng -T Deox y ham og>obin wurde folgendermaBen durchgefuhrt: In einen 50-cm*-Dreihals 
n • " V Arg0 " geSp0U U " d auf 5 bis ,0 ° C g ehal,en word e" war. wurden zunachst 20 ml DeoX 
e™em MeZZl^™? T™ V °" U% < Ge ^ Vol > °* m Phosphatpuffer mit einem pH -Wen von To!L 

J&XSS^T^TS? f 03% iG ™"y gegebe " Und anschlieB *" d 263 mg Dime, S 
i I;IT T . °" Luft befrelter gesattigte Natnumbicarbonatlosung. Der pH-Wert des Reak- 
SSESK WU u de m ! , , ,n NaOH auf 8 ei "g«tellt und durch Zugabe von lm NaH^PO, auf d esem Wert 

™5 H £ R«l? "? Ungefahr o MinU,e " ' ang nicht mehr andene " D " Kolb ™ wurde mUStop?e„ vSosten 
und d.e Reakt.on konnte erne Slunde bei 4°C unter Riihren ablaufen. Der Kolben wurde geXe, und mh Lu?,' 

sZdenlpr h e , Rea h 10 " D ab g ebrochen *™» von 2 ml 13 m Lysin JwS^ GemUh Z ere I 

I eren S T^'^l Reaktlo "sabbruch sicherzustellen. SchlieBlich wurde die Losung durch Zentr fu 
gieren geklart und anschheBend gegen 0.05 m Phosphatpuffer. pH 7,6. dialysiert «ntr.tu 

Dpt H«.n.T'l^ *, ZU P°'y" ,e ri siertem Hamoglobin wurde durch Gelfiltration durch Biogel* P-150 bestimmt 
S M nT 6 U,erl o Prod , uk,es P°*> b»eb auBerhalb der Gelporen, was ein MolekuTargewicht vonZr 
2Z?£ 8ZXZ^-° m 1Tr De o*y h ™°#°*» besaB auch eine Hamog.obfnkonLn^ 
del P w!r a I Me «namoglobmkonzentrat.on von weniger als 0.6% (GewyVol.), Es zeigt sich daB 

satss^rsst^"* He *- - *>™»»:.^ - ^ 

Beispiel 9 

Umsetzung von Oxyhamoglobin mit Dimethylsuberimidatdihydrochlorid 

BeUnipuTH 1211 !! 8 r 0 K ° x y h i am °g |obin m » Dimethylsuberimidat wurde entsprechend dem Verfahren des 
KuiSSfSST 1 T ' ^ Bl f kh ?" Bedin g u "g en a "g ew andt wurden. mi, der Ausnahme. daB die 
Losung und die Reakt.onsatmosphare durch Aquilibrieren mi, Luf, lufthallig waren. Die physikalische Analyse 

^ 0b P ereinTmm, r en n S'TeS", "ft * "V' dem Verne,Z « n lW*^22r£SS 

L^unT" ^^^^ 2>5 mm Hg SaUerS, ° fWrUCk bei Atmospharendruck und 37»C mi, einer 
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Beispiel 10 

Polymerisation von Oxyhemoglobin mit Butadiendiepoxid 

20 ml Oxyhamoglobinlosung, 13,4% (GewyVoL), in 0,05 m Boratpuffer mit einem pH-Wert von 8,0 und einem 
Metnamoglobmgehalt von weniger als 03% (GewVVoL) wurden in einen Kolben, enthaltend 320 uj Butadien- 
diepoxid und 370 ul Tnathylamin, beide in Form von reinen (neat) Losungen, gegeben. Die Losung wurde 96 
Stunden unter Luft bei 5°C geruhrt und anschlieBend die Reaktion durch Zugabe von 500 mg festem Cystein 
abgebrochen. Der Feststoff wurde durch RQhren geldst und 18 Stunden zur Reaktion gebracht Die Analyse der 
mtermolekularen Vernetzung wurde durch Gelfiltration durch Biogel®-P-150 durchgefuhrt Der Hauptteil des 
eluierten Produktes, 85%, blieb auBerhalb des Gels, was ein Molekulargewicht von mehr als 150 000 Dalton 
angibt Die Analyse des polymerisierten Oxyhemoglobins auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin ergab 
04y ^ mo ^°^ konzentration von "ngefahr 9,5% und eine Methamoglobinkonzentration von weniger als 



Tabelle 1 

Molekulargewicht von polymerisiertem Hamoglobin 



polymeri- 
siertes Hb 



Beispiel 2 1 
2 

Beispiel 3 1 
2 

Beispiel 4 l 
2 

Beispiel 5 1 
2 

# ) Angewandies Verfahren 

(OGPC-Sepharose^B 

(2)Viskositat 



Tabelle 2 

Spektrale Eigenschaften von Hamoglobin und polymerisiertem Hamoglobin 
Beispiel HboderPoly(Hb)n Form X c x 10 -3 



HboderPoly(Hb)n 


Form 


k 


Hb 


M 


630 


Hb 


C 


540 


Poly(Hb)n 


M 


630 


Poly(Hb)n 


C 


540 


Poly 


c 


540 


Poly 


M 


630 


Poly 


C 


540 



3.7 

11.1 

3,9 

9,7 

9.4 

3,2 

9.7 



Dabei bedeutet PolyfHb)* polymerisiertes Hamoglobin. M Methamoglobin, C Cyanomethamoglobin. \ die 
Wellenlange und e den molaren Extinktionskoeffizienten. 

Die erfindungsgemaBen vernetzten stromafreien Hamoglobine besitzen die Fahigkeit, sich mit einem Ligan- 
den wie Sauerstoff oder Kohlenmonoxid abzusattigen und diesen Liganden zu transportieren und an die 
Umgebung wo er gebraucht wird. oder einen Ligandenrezeptor abzugeben. Diese Eigenschaft macht die 
Polyhamoglobine geeignet als Blutersatzstoffe. Das Polyhamoglobin ist Idslich in waBrigen Medien Blut Plas- 
ma, Kristalloidlosungen. gepufferten Elektrolytlosungen und kolloidalen Polymerlosungen. Das Polyhamoglobin 
besitzt physiologisch geeignete kolloid-osmotische Eigenschaften, die es als Blutplasma-Streckmittel geeignet 
macheiL Polyhamoglobin besitzt eine verlangerte Plasma-Lebensdauer in vivo, wie aus einer Halbwertzeit von 
mehr als dem doppelten von nicht polymerisiertem Hamoglobin hervorgeht. Oblicherweise etwa 12 bis 30 
vermieden U werden . d * das Polyhamoglobin stromafrei ist, schadliche Wirkungen auf das Nierensystem 

Die Fahigkeit des Polyhamoglobins, Sauerstoff an lebendes Gewebe und Organe von Tieren einschlieBlich 
Haustieren wie Hunden und Katzen und Kiihen und Schweinen und anderen Saugetieren zu transportieren und 
zu liefern und verschiedene Liganden auszutauschen, wird durch die unten angegebenen Beispiele gezeigt Der 
Ausdruck im wesentlichen stromafrei". wie er in diesen Beispielen und der ubrigen Beschreibung verwendet 



10 



15 



(xlO- 5 ) 


Mn 

(xlO" 5 ) 


D.P. 


Mvisk. 
(xl0~ 5 ) 


20 


53(±0.8) 


0,9(±0,1) 


5,6(±0,6) 






11.2(±1,1) 


1,6(±0,3) 


9,6(±13) 


1,6 


25 


5.9(±1,8) 


M(±0,I) 


6,8(±0,6) 


1.8 




5,0(±I,4) 


0.95(±0,1) 


6.0(±0,6) 


23 


30 








1,0 
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IZSiSX of k r° ^ am( ? ^'I k6,n L S,romamate rial von roten Blutzellen einschlieBlich nicht-Hamo- 
PnlvhTmnlT K ; Phospho,, P ,de ""d L,p,de enthall. "Halbwertzei," bedeutet die Zeit. in der eine urspriingliche 
AuS»R T e "| e rj' V0 a 1 l,, L d,e , Ha, ,C ' hreS anfan 8 Iichen Wertes absinkt. "Dissoziationskurven" gib, das 
Sf H L d ?K Polyhamoglobm den L.ganden, z. B. Sauerstoff. unter einer Ligandenspannung v on 0 bi 
140mm Hgb.ndetbzw.enthalt -'Sauerstoffb.ndungsvermogeh-bedeutetdenTei 

ge. der s.ch m.t jeder .n Polyhamoglobm enthaltenen Hamgruppe verbinden kann. Zum Beispiel bedeutet eine 
Sauerstoffaufnahmefah.gkeu von 100%.daB jede in dem Poiyhamoglobin enthaltene Hamgrujpedas Max mum 
von e.nem Sauerstoffmolekul b.nden kann. -Sauerstoffaffinitat" bedeute, den P w - Wert von Poiyhamoglobin 
d i de " Terfdnick TO: von Sauerstoff bei SOOfciger Sattigung. "Blutersatzstoff" bedeutet die FahigkSde* 
Matenals Sauerstoff an lebendes Gewebe und Organe zu transportieren und zu liefern und den intravasku aren 
SCiSSr "Plasma-Streckmitter bedeutet die Fahigkeit von P^SSSET 

Beispiel 11 

Die Verweilzeit von Poiyhamoglobin im Plasma wurde folgendermaBen gemessen- 

eirefShrrunS^T S! T ^ '"i™ u" "L" Da T k . a,heter in die vena sa P hena ™ Hinterbein von zwei Hunden 
eingefuhrt und das Blutvolumen der Hunde nach Standardverfahren berechnet. Das berechnete Blutvolumen 

r/Ge!l da « GeW,Cht If S Hund « be !°g en - ™ d " Annahme. daB das Blutvolumen bei Hunden ungefah r T% 
des Gesamtkdrpergew.chts ausmacht. Dann wurden am nachsten Tag 20<K> des Blutvolumens durch den Kathe- 

uinrnnrfS url ""S™ 11 W WUrden 20 ° /o des Blutvolumens durch das gleiche Volumen von 
ursprunghchem menschl.chem Hamoglobin ersetzt. Ursprungliches Hamoglobin ist isoliertes nicht vernetztes 

vonTw g 5 ST T e «f ' Ko " zen,ra,i ° n V °" 7% in Rin « er ' S Losun «- Dan " von Sen Hunden in Sen 

von zwe. Stunden Blutproben entnommen. bis das Hamoglobin in dem Plasma abfiel wie durch , SDektroohoto 
metr,e nach dem Cyanomethamoglobinverfahren, das in Beispiel 1 beschrieben isi be« mm ^wurdl D?e Ha h" 
wertsze, von Poiyhamoglobin und ursprunglichem (nativem) Hinioglobin wurfe durcS 
^^SS^^SS^ Hamog.obinkonzentra'tion inLm ^sj tvl™ £VZTZ 

Beispiel 12 

un? i Ham^ h .!fK Ve^We !l 2ei, V °" D ^ ox y ham °g'obin. das entsprechend Beispiel 2 mil Glutaraldehyd vernetzt war 

fI^^k^T^Z lT n / e T sen -- die *° bis 300 g wogen und bei denen SSS 

remor vene eine Kanule zur Infusion befand und m einer Femor-Arterie eine Kanule zur Eninahmi- vnn 
e " ,Spre „ chend dem Beis P iel 1 AuBerdem wurde das Blutvolumen der Ratte mit 8% des Ge aSroer 
B^nroben'o, T L ^ P ± himo ^ besaB eine Konzentration von 8% in norller Sung Die 
Hi , a • ml wurden m,t 500 g zentrifugiert, urn die Zellen abzusetzen. Das Plasma, emhaltend Polvhamo 

fion un,: sth^ dCS Beis P ie,S 1 auf die P^SSSuSS 

besaB Send das %S£ZZX& U * d « mmo ^ n eine Halbwertszeit in dem Plasma von 90 Minuten 
besaB Polyhamoglobm e.ne langere Halbwerts-Verweilzeit im Rattenplasma von 315 Minuten 



Beispiel 13 



7.,n^h i aUSC u, l0 . ta ' I**™ 0 ") bei Ra '«en mit Poiyhamoglobin wurde folgendermaBen durch K efiihrt- 

N^ D Z£lw?! Che m T hChC ^ Uborrat,e " mit einem von 250 bis 300 g mi MO mg/kg 

Natriumpentobarbital anaesthesiert. Dann wurden in beide Femor-Arterien und eine Femor Vene Kanfllen 

S, a terrelfR n ane a " e k n on , t ePari r V™* U <~hung wurfe d^Dr"" 

Hauptarter.e der Ratten kontinuierl.ch uber eine Femor-Arterie notiert und durch die andere Arterie das Blut 
abgezogen D<e Femor-Vene wurde fur die Infusion von Poiyhamoglobin angewandt. 

JZZ A " fan 8 sante ' l a n Erythrozyten (Hamokrit) wurde bestimmt und 2 ml Blut abgezogen AnschlieBend 
^^3 ^nui P dtr. n r r,eS "^-l^' das e-tsprechend Beispiel 2 hergestell, worded wa\ innerhalb von 2 
und ^ SvSS.ll Z T^T' Da "^ lmervalle " von ""gefahr 5 Minuten jeweils 1 ml Blut abgezogen 
und I ml Polyhamoglobm durch Infus.on den Ratten zugefuhrt und der Blutaustausch fortgesetzt bis das 
fte^eTnzSeS;^^ K6rpergewich.es angenommen wurde, abgezogen wontaf Z Wenn «l 

In i r ? Schockreakt.on zeigten. wie durch eine falsche Atmung oder einen abnehmenden arte- 

Po^h a ^lh ang ^ eZe,g, wurde -. w , urde . di e Zei, zwischen deren einze.nen Entnahmen verlanger, aber die 
e^hauen A 8 le ^ b "^^"-'"-gke,, von 1 ml alle 5 Minuten beibeha.ten, urn die Tiere !m Leben zu 
bis £r H A mLV . 20 /I M,nulen wurde , e,n Hamokrit bestimmt und die Blutentnahme und Infusion fortgesetzt 
H?r R«2 ™ T" f 3Uf u We " ,ger a ' S 5% gefal,en war Wahrend der 8 esamle " V "suche erschien die Hau 
der S L 3 ' U H d "uf^l kem Po, y ham «>globin in die extrazellularen FlUssigkei.en auszutreten. wVe e 
GlukoS c B,u r' Umen erSC,Zt WUrde durch eine nicht-polymerisierte Hamoglobin^ ung t„ 
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Beispiel 14 



Die Fahigke.t von Polyhamoglobin, Sauerstoff an tierisches Gewebe zu liefern. wurde an einem isolierten mit 
Blut durchstromten Kaninchenherzseptum folgendermaBen nachgewiesen: ZunSchst wurde das Herz eines 
anaestnesierten und heparmisierten Kaninchens entfernt und eine Septum-Arterie mit einer Kanule versehen 
und der auBere Muskel entfernt. D.e Durchstrdmung mit Hundeerythrozyten in einer Ldsung von Glukose in 
physjotogjscher Salzl&ung wurde begonnen. sobald das Herz aus dem K6rper entfernt worden war, urn eine 
moghche Schadigung des Gewebes zu vermeiden. Dann wurde das Septum in den Rahmen gespannt so daB der 
Herzschlag und die Anderungsgeschwindigkeit der Spannung gemessen werden konnten. Der Saiierstoffver- 
brauch des Septums wurde variiert durch Anderung der Herzgeschwindigkeit, Durchstromungsgeschwindigkeit 
und Temperatur des Septums. Die Versuchsbedingungen, die zu einem maximalen SauersToffverbrauch de 
Septums fuhrten. ohne daB der damit verbundene Verlust der Septumstabilitat auftrat. wurden mit Hilfe von 
Hundeerythrozyten als Durchstromungsflussigkeit bestimmt. Der arterielle und venose Sauerstoffgehalt wurde 
mit H.lle eines Standard-SauerstoffmeBinstrumentes gemessen. und die Anderung in der Hamoglobinsattieung 

M^nTdS^ 

SauemoTanTh ft ^™ ■«"*•"■ V? "f^ *>W**^ «■ *» dunto^hS^S 
Sauerstoff an ebendes Gewebe l.efert. Em allgemeines Verfahren fur die Perfusion in isolierten Seota ist 
beschnebeninJ.GeneralPhysiology.Band52.Seiten682bis691.1968. 'sonerten 5epta ist 



Beispiel 15 



Die Verwendung von Polyhamoglobin zur Behandlung des hamorrhagischen Schocks wurde foleendermaBen 
durchgefuhrt: ZunSchst wurde einem Tier Blut entnommen bis zu einem geringen Standard SmSSTSS 
Blutverlust durch em gle.ches Volumen des zu untersuchenden Blutersatzstoffef ersetzt. SpLr wurdfdem Tie 

SKSSSSTSJ?" "v d f S h VerhaUn j S der ™.T n Z " def erSte " E " ,nahme als Blutungsindex Blf: Bl, x 
lSn^3E ?" y e J rfahre 2 WUrde mannl,chen Rat *" Blut bis zu einem niedrigen Standarddruck von 

30 mm Hg entnommen und d.eser Zustand 45 Minuten durch Entnahme von Blut zur Aufrechterhal ung des 
Druckes be.behalten. Zu diesem Zeitpunkt wurde das Volumen des entnommenen Blutes notim und e gab den 
eSa DielS T^'^T^T^ A ^ m V"P™ghches Hamog.obin oder Po"yhSobin 
n ? nm h konnten s.ch dre, Stunden erholen. und dann wurde erneut Blut entnommen bis zu einem 
tX.£\ 8 K g> W °5 e '• ^1an • W,C ° ben an 6 e 6 eben - den Wert fur Bl 2 erhielt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
I K£ angegeben n T d s,e , 2e,Een - da0 Polymerisiertes Hamoglobin bei diesem Model! eines h/moXgi "hen 
fen Sri 8 h anZCS h» ^f 1 - 1" Tabd,e $ind die die nach den Beispielen 2 b?s EjSS 

H u! 2S! ^ B """"S L d8S Tl ene BIUl dCr RaMen ' S eine Phy^ologische Kochsalzl6sung, A aC, 
H 1 ursprunghches bzw natives Hamoglobin und D Dextran. Die Verfahren zur Messungdes Blutungsindex sind 
beschneben in Am. J. Physiol. Band 1 69. Seite 475. 1952. und Am. j. Physiol. Band 1 73 Seite 403 1953 



Tabelle 3 



Ersatzstoffe Blutungsindex AnzahlderTiere 



Beispiel 2 


100 ± 


13 


3 


Beispiel 3 


48 ± 


15 


4 


Beispiel 4 


72 ± 


23 


5 


Beispiel 5 


75 ± 


16 


3 


B 


81 + 


13 


24 


S 


27 ± 


12 


25 


A 


71 ± 


9 


3 


H 


36 ± 


6 


2 


D 


30 ± 


11 


17 



Das Polyhamoglobin kann angewandt werden als Blutplasma-Ersatzstoff und Blutplasma-Streckmittel im 
ST -.TV C '?f m P harma " u,iscn geeigneten Trageroder mit anderen Plasma-Ersatzstoffen und Blutplasma- 
SSi c"; ^ ager ^"nw.kristtnoide einschlieBlich physiologischer Kochsalzlosung. ein Gemisch, 
bestehend aus Salzlosung und Glukose. Ringer's-Losung, mit Uktat versetzte Ringers-Ldsung. Locke-Rin- 
gers-Losung. Krebs-Ringer's-Losung. Hartmann's-Salzldsung und heparinisierte Natriumcitrat-Citronensaure- 
uextrose-Losung sein. 

Das Polyhamoglobin kann im Gemisch vorliegen mit wasserl6slichen physiologisch geeigneten polymeren 
P^ma-Ersatzstoffen w,e Polyathylenoxid. Po.yacrylamid. Polyvinylpyrrohdon. Polyvinyl koho! und SyZ 
mltl ™* pTO ? y eng'ykol-Kondensaten. AuBerdem kann das Polyhamoglobin vermischt sein mit kolloidartigen 
PUsma-Ersatzstoffen und Blutplasma-Streckmitteln wie linearen Polysacchariden einschlieBlich Dextranen mit 
HvZ l ek , Ular ! eW , ,Cht 1 , VOn 40 000 bis 70 Gummiarabikum-Pektinen. (balanced) flussiger Gelatine und 
Hydroxyathylstarke. Im allgemeinen ist fur die erfindungsgema&en Zwecke das Polyhamoglobin in einem Mittel 
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in einer Menge von ungefahr 1 bis 10% im Gemisch mit einem oder mehreren der oben angegebenen Trager 
vorhanden. Die Mine! werden hergestellt durch Vermischen des Polyhamoglobins und Tragers in vorbestimm- 
ten Mengen. Zum Beispiel kann eine Blutersatzlosung, enthaltend 5% Polyhamoglobin in normaler Kochsalzld- 
sung hergestellt werden durch Zugabe von 5 g Polyhamoglobin zu der physiologischen Salzldsung, die 0,85% 
Natriumchlorid in Wasser enthalt, auf 100 ml. Die Polyhamoglobine konnen verabreicht werden, wie es bei 
Bluttransfusionen ublich ist. 

Andere Anwendungsgebiete fur Polyhamoglobine umfassen eine kunstliche Sauerstoffaustauschlosung in 
ublichen Oxygenatoren wie Herznebenwegen (cardiac by-pass), auBerhalb des Korpers gelegenen Kreislaufhil- 
fen, hohlfaser- und folienartigen Membranen und zur Unterstutzung des Kreislaufs bei kranken Patienten. 

Das Polyhamoglobin kann angewandt werden als Quelle fur Protein und Sauerstoff in der Mikrobiologie und 
als Nahrstoff fur aerobe Bazillen und Staphylokoken, wenn sichergestellt werden soli, daB der Nahrstoff fur die 
tierische und menschliche Ernahrung sicher ist. Das Polyhamoglobin kann angewandt werden zur Lagerung und 
Konservierung von lebenden isolierten blutdurchstromten SSugetierorganen fur eine eventuelle Transplanta- 
tion in einen Empfanger als Ersatz fur die Fahigkeit der roten Zelien bei Saugetieren, Sauerstoff zu transportie- 
ren. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines wasserloslichen, polymerisierten, vernetzten Hamoglobins, das imstande 
ist, reversibel einen Liganden zu binden, und das frei ist von Stroma, wobei das Hamoglobin, das entweder 
Liganden enthalt oder nicht, mit einem polyfunktionellen Vernetzungsmittel umgesetzt wird, das mit den 
reaktionsfahigen Gruppen des Hamoglobins unter Bedingungen reagiert, bei denen ein wasserlosliches, 
vernetztes Polyhamoglobin entsteht, dadurch gekennzeichnet, daB man Stroma und Zelltrummer von dem 
Hamoglobin entfernt, indem man eine Suspension von roten Zellen lysiert, mit kaltem Toluol durch Schut- 
teln extrahiert, stehen laBt, nach Biidung eines dreiphasigen Gemisches die untere klare rote Schicht 
gewinnt, diese zentrifugiert und die obere klare Flussigkeit durch ein Diatomeenerdefilter filtriert, das 
Hamoglobin unter einer Schutzgasatmosphare vernetzt und die Reaktion durch Zugabe eines Vernetzungs- 
mittel-Desaktivators zu dem Reaktionsgemisch abbricht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Aquivalent Hamoglobin mit 23 bis 
3000 Aq des Vernetzungsmittels 0,25 bis 300 h bei 0 bis 25°C unter Atmospharendruck umsetzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB man die Reaktion bei 0 bis 10°C 
durchfiihrt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB man als Desaktivator ein niedermolekula- 
res primares Amin verwendet 

5. Verwendung des Hamoglobins, erhalten nach Anspruch 1 bis 4, zusammen mit einem physiologisch 
geeigneten Trager, als Blutersatzstoff oder Blutplasma-Streckmittel. 
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